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The Association of Polyol Pathway in Onset and Progression of 
Diabetic Retinopathy 
Noriaki KATO 
Abstract: The pathological changes of diabetic retinopathy, a vascular complication of diabetes, are thought to be caused by 
metabolic disturbances. Pericytes are involved in endothelial cell stimulation and guidance, as well as in endothelial stabilization and 
maturation in the vascular network. Once the pericyte-endothelial cell interaction breaks down, thickening of the basement 
membrane and increase in permeability occur, resulting in the onset of proliferative retinopathy. We focused on the polyol pathway, 
and investigated the association between the abnormality of the polyol pathway and the pericyte damage in a rat model of 
streptozotocin-induced diabetes. Correction of the polyol pathway disturbance by treatment with an aldose reductase inhibitor 
inhibited the onset of pericyte loss, thickening of the basement membrane and development of microaneurysms of the retinal 
capillaries. Therefore, to elucidate the significance of the polyol pathway, we examined whether activation of the pathway may 
potentiate the damage to the retinal pericytes. The damage to the pericytes was potentiated by activation of the polyol pathway. 
Furthermore, we investigated the inhibitory effects of the polyol pathway on advanced diabetic retinopathy in spontaneously diabetic 
Torii rats, a type Ⅱ diabetic model. Correction of the disturbed polyol pathway suppressed the progression of diabetic retinopathy. 
In conclusion, these results suggest that abnormality of the polyol pathway may contribute to the pathology in all stages of diabetic 
retinopathy.  
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よると、糖尿病が強く疑われる人は平成 9年 約 690万人、
平成 14 年 約 740 万人であり、最も新しい平成 19 年の調
査では約 890 万人と報告されている 1)。福岡県久山町が実
施した平成 15 年の疫学調査では、40 歳以上の全住民の 2%
が糖尿病網膜症と報告されており、この結果を全国の 40
歳以上の総人口に換算すると、糖尿病網膜症患者数は約


















ssels are highly 
hage and the vision loss characteristic of PDR (d). 
















増殖因子（vascular endothelial growth factor: VEGF）によっ
て、血管新生を伴った増殖網膜症に進展すると考えられて
いる（Fig. 1 8)）。 
Fig. 1  Schematic representation of the progression of diabetic retinopathy  
Pericytes interact directly with the normal retinal capillary endothelium (a) within the basement membrane via close contacts 
gap junctions ensuring basal tone a(ⅰ) and growth arrest a(ⅱ). Persistent hyperglysemia leads to RhoGTPase induction of 
pericyte contraction b(ⅰ) causing reversal of EC growth arrest b(ⅱ) and disrupted matrix contact b(ⅲ) prior to or in the absence
of pericyte death/dropout. Basement membrane thickening and leaky, narrow capillaries contribute to thrombosis, ischemia, and 
the first detectable abnormalities of NPDR. In response to the resultant hypoxia, soluble mediators of angiogenesis, such as V
are released to develop collateral nutrient supply by forming nascent capillary tubes (c). These new blood ve
permeable and fragile and disrupt easily causing hemorr
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糖尿病網膜症での主な代謝異常ではポリオール代謝
（polyol pathway）異常、プロテインキナーゼ C（protein 























1 反応はアルドース還元酵素（aldose reductase: AR, EC 
1.1.1.21）が還元型ニコチンアミドアデニンジヌクレオチ
ドリン酸（ nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 
reduced form: NADPH）を補酵素にして、ソルビトール
（sorbitol）を産生し、第 2 反応ではソルビトール脱水素酵
素（sorbitol dehydrogenase: SDH, EC 1.1.1.14）が、酸化型ニ
コチンアミドアデニンジヌクレオチド（nicotinamide 
adenine dinucleotide: NAD）を補酵素にして、フルクトース 
（ fructose）を産生する。ポリオール代謝亢進による
NADPH 過剰消費は還元型グルタチオン（ reduced 
glutathione: GSH）の減少を招き、酸化ストレスが増大する。






Fig. 2  Acceleration of polyol pathway and related 
metabolic disturbances 
AR: aldose reductase, SDH: sorbitol dehydrogenase,
a
  
GR: glutathione reductase, GP: glutathione peroxid s
SOD: superoxide dysmutase, DAG: diacylglycerol, 
G
F






















に 0.05 M のクエン酸緩衝液に溶解した STZ
（Sigma-Chemical Co.）を 40 mg/kg の割合でラット尾静脈
内に投与して糖尿病を誘発した。STZ 投与後 4 日目の血漿
中グルコース濃度が 15.8 mmol/L 以上のラットを糖尿病と
し、次の 4 群に群分けした：（1）糖尿病対照群（diabetic 
control group）、（2）0.5 mg/kg/day フィダレスタット投与
糖尿病群（0.5 mg/kg/day fidarestat-treated diabetic group）
（3）1 mg/kg/day フィダレスタット投与糖尿病群（1 
mg/kg/day fidarestat-treated diabetic group）、（4） 
フィダレスタット投与糖尿病群（2 mg/kg/day 
fidarestat-treated diabetic group）。フィダレスタットは 5%ア
ラビアゴム溶液に懸濁して、糖尿病誘発後 4 日目より、1
日 1 回、15 ヶ月間強制経口投与した。薬物最終投与 3 時
間後に、深麻酔下でラットの眼球を摘出し、病理評価に用
いた。角膜に切り込みを入れたのち、眼球を 0.1 mol/l のカ
コジル酸緩衝液で調製した 1 % glutaraldehyde 液で固定し
た。カコジル酸緩衝液で洗浄した後、パラフィンに包埋し、
組織切片（約 4 μm の厚さ）を作成した。血管基底膜の
色は periodic acid-Schiff 液を用いて行い、毛細血管瘤は
hematoxyline-eosin 液で染色した後、Yanoff らの基準 11)に
従って同定した。糖尿病ラットの毛細血管の基底膜の厚さ




毛細血管瘤（Fig. 3b）は糖尿病対照群で 8 匹中 6 匹 (有
4 加藤憲明：糖尿病網膜症の発症進展におけるポリオール代謝経路の関与
病率 75%) 認められた（Fig. 4 上段）。正常群では認められ
なかった（10 匹中 0 匹）。フィダレスタット 0.5 mg/kg/day
投与群、1 mg/kg/day 投与群および 2 mg/kg/day 投与群では
10 匹中 4 匹（有病率 40%）、9 匹中 3 匹（有病率 33%）お





The result was cited from ref 14. 
与群では基底膜肥厚は認められ
なかった（Fig. 4 下段）。 
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Fig. 3  Microaneurysm in the retinal
streptozotocin-induced diabetic rats  
 c





Fig. 4  Effects of fidarestat on the histopathological 
changes in the retina of streptozotocin-induced diabetic 
rats  
Each column represents the percent of appearance. Figures in
parentheses indicate the number of rats with and without the 
change, respectively. **, P < 0.01 **, P < 0.001 vs etic *
control group (chi-square test).  
bsence a
The result was cited from ref 14.
周皮細胞の消失は網膜外網状層と内顆粒層の間の部位
で認められた（Fig. 5）。フィダレスタットは周皮細胞の消
失を 0.5 mg/kg/day の用量から有意に抑制した（Fig. 5）。毛
細血管瘤
Fig. 5  Effect of fidarestat on the decrease in pericytes in
the retinal capillaries of streptozotocin-induced diabetic 
rats 
Each column and vertical line represents mean ± S.E.M. for 
to 10 rats. **, P < 0.01; ***, P < 0.001 vs. diabetic contro
group (ANOVA plu
between the outer plexiform layer
nerve fiber layer.  
The result was cited from ref 14. 
糖尿病対照群のソルビトール量は正常群に比べ、約 5 倍
増加していた（0.05±0.01 vs. 0.26±0.02 μmol/g tissue, 平均
値±標準誤差, P < 0.001）が、フィダレスタットはこのソ
ルビトール量増加を用量依存的に抑制した（0.5 mg/kg/day
投与群:0.21±0.01 μmol/g tissue, 1 mg/kg/day 投与群:0.20±
0.01 μmol/g tissue（P < 0.05）, 2 mg/kg/day 投与群:0.17±0.02 






にて培養した。ヒト SDH のための cDNA コーディングは
テンプレートとしてのヒト細小血管内皮細胞ラムダ
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フラグメントは発現ベクターである pBK-CMV（Stratagene
La Jolla, CA, U.S.A.）にクローンした。周皮細胞はヒト SDH 
cDNA か空のベクター
, 




s t-test). , P < 0.01 vs. mock- 
















細胞の障害は周皮細胞中 ROS 産生量、[3H]Thymidine 取
り込み量および周皮細胞中 VEGF mRNA 発現量で評価し
た。ROS 産生量は蛍光プローブである CM-H2DCFDA
（Molecular Probes）を用いて測定した。SDH または mock
をトランスフェクションした細胞は、0.3 μM のフィダレ
スタットまたは 1 mM の N-acetylcysteine（NAC）の存在下
で、5 mM または 30 mM のグルコースにて 2 日間インキュ
ベートした。その後、細胞を 10 μM の CM-H2DCFDA にて
37℃で 45 分間インキュベートしたのち、EZS-FL-蛍光プレ
ートリーダ （ーAsahi Techno Glass）を用いて、EZScan-FL for 
Windows program の方法で測定を行った。[3H]Thymidine
取り込み量は SDH または mock をトランスフェクション
した細胞を、0.3 μM のフィダレスタットまたは 1 mM の
NAC の存在下で、5 mM または 30 mM のグルコースにて
4 日間インキュベートした後測定した。VEGF mRNA は 0.3 
μMのフィダレスタットまたは1 mMのNACの存在下で、
5 mMまたは 30 mMのグルコースにて 6日間インキュベー
トした SDH または mock をトランスフェクションした細
胞から、Poly(A)+ RNAs を取り出し、定量 RT-PCR 法にて
測定した 16)。周皮細胞中 ROS の産生は、5 mM に比べ 
30 mM のグルコース濃度で軽度に増加した。30 mM での
ROS 産生量は SDH を過剰発現した細胞の方が、過剰発現
していない細胞に比べ強力に増加していた (Fig. 6)。 
Fig. 6  Effects of 5 or 30 mM glucose on intracellular 
reactive oxygen species generation in SDH- or 
mock-transfected pericytes  
SDH- or mock-transfected pericytes were treated with 5 or 
mM glucose in the presence or absence of 0.3 mM fidare
or 1 mM NAC for 2 days. Then, reactive oxygen species were 
quantitatively analyzed. *, P < 0.01 vs. control with mock- 
transfected cells (Student’ #
transfected 30 mM glucose-treated 
SDH, sorbitol dehydrogenase; NAC, N-acetylcysteine; ROS, 
reactive oxygen species. 
The result was cited from ref 17.  
しかし、SDH 過剰発現は 5 mM における ROS 産生には影
響しなかった（データ示さず）。ポリオール代
応を阻害するフィダレスタットは SDH 過剰発現細胞の







Fig. 7  Effects of 5 or 30 mM glucose on [3H]thymidine
incorporation in SDH- or mock-transfected pericytes
SDH- or mock-transfected pericytes were treated with 5 or 
30 mM glucose in the presence or absence of 0.3 mM 
fidarestat or 1 mM NAC for 4 days, and then, [3H] 
thymidine incorporation was determined as described un
‘Material and methods.’ *, P < 0.01 vs. control with 
mock-transfected cells (Student’s t-test).
 #, P < 0.01 vs. 
mock-transfected 30 mM glucose-
mM glucose; SDH, sorbitol dehydrogenase; NAC, 
N-acetylcysteine.  





Fig. 9  Effects of 5 or 30 mM glucose on intracellular 
sorbitol and fructose levels in cultured pericytes 
SDH- or non-transfected pericytes were treated with 5 or 30 
mM glucose in the presence or absence of 0.3 mM 
fidarestat for 6 days. Then, intracellular sorbitol and 
fructose levels were determined as described under 
‘Materials and methods”. * and #, P < 0.01 compared to 
sorbitol and fructose levels of the control cells, respectively 
(Student’s t-test). HG, 30 mM glucose; SDH, sorbitol 




Fig. 8  Effects of 5 or 30 mM glucose on VEGF mRNA 
regulation in SDH- or mock-transfected pericytes 
(A) SDH- or mock-transfected pericytes were treated with 5 
or 30 mM glucose in the presence or absence of 0.3 mM 
fidarestat or 1 mM NAC for 6 days, and then 30 ng 
poly(A)+
 
RNAs were transcribed and amplified by PCR. 
Each lower panel shows the expression of b-actin genes. 
PCR amplification for b-actin mRNA was performed for 25 
cycles. (B) Quantitative representation of VEGF gene 
induction. Data were normalized by the intensity of b-actin 
mRNA-derived signals and related to the value of the 
control with mock-transfected cells. *, P <0.01 compared to 
the value of the control with mock-transfected cells 
(Student’s t-test). HG, 30 mM glucose; SDH, sorbitol 
dehydrogenase; NAC, N-acetylcysteine; VEGF, vascular 
endothelial growth factor. The result was cited from ref 17. 
日本クレアより入手した雄性 SDT ラットおよび SD ラ





群の SDT ラットには、標準飼料（CRF-1, Oriental Yeast Co, 
Ltd., Tokyo, Japan）にフィダレスタットを含有した混合飼
料を糖尿病発症時（約 20 週齢）から 40 週間与えた。40
週間投与後に蛍光血管造影法および病理組織学的手法に
て網膜症の評価を行った。病理組織学的評価は深麻酔下に
て摘出した眼球を固定液（mixture of 2.5% paraformaldehyde 
and 1% glutaraldehyde in 0.15 M phosphate buffer）に浸して
固定した後、洗浄してパラフィンに包埋した。作成した 厚
















び高用量投与群はいずれも 0 %（0/14 眼および 0/21 眼）で





岐阜薬科大学紀要 Vol. 61, 1-10 (2012) 7 
Fig. 10  Effect of fidarestat on diabetic retinopathy 
(A): Large retinal folds mimic tractional retinal detachment (arrow) in SDT control group, but not in fidarestat-treated SDT groups 
and normal group. B): Extensive leakage of fluorescein around the optic disc in SDT control group, but not in fidarestat-treated 
SDT groups and normal group. SDT, spontaneously diabetic Torii rat; Fida, fidarestat.  








ウス VEGF 測定キット（R&D System）を用いて測定した。
糖尿病対照群の VEGF 蛋白量（324.7±76.4 pg/ml）は正常
群 （40.4±10.0 pg/ml）に比べ、有意に高値であった（P < 
0.01, Fig. 11）。フィダレスタットは、この VEGF 蛋白の増
加を用量依存的に抑制した（低用量群: 65.3±4.5 pg/ml, P 
<0.05, 高用量群: 47.7±10 pg/ml, P < 0.001）。 
Fig. 11  Effect of fidarestat on the increase in vascular  
endothelial growth factor in ocular fluids in  
spontaneously diabetic Torii rats 
Each value represents mean ±S.E.M. for 6 to 9 rats.  
##, P < 0.01 vs. normal group (Student’s t-test). *, P < 0.05; 
***, P < 0.001 vs. SDT control group (Dunnett’s test). SDT, 
spontaneously diabetic Torii rats; Fida, fidarestat; VEGF, 
vascular endothelial growth factor. The result was cited 
from ref 20. 
糖尿病対照群の網膜中ソルビトール量（23.2±4.7 
nmol/mg protein, 平均値±標準誤差）は正常群（1.1±0.1 
nmol/mg protein）に比べ、有意に高値であった（P < 0.05）。
フィダレスタット投与群では、低用量群が 2.7±1.1 
nmol/mg protein（P < 0.01）であり、高用量群は 0.7±0.2 
nmol/mg protein（P < 0.001）であった。糖尿病対照群の網
膜中フルクトース量（13.7±1.2 nmol/mg protein）は正常群 
（3.7±0.9 nmol/mg protein）に比べ、有意に高値であった
（P < 0.001）。フィダレスタット投与群では、低用量群が
6.8±5.0 nmol/mg protein であり、高用量群は 6.3±2.5 
nmol/mg protein であった。SDT 対照群の血漿中グルコース
濃度は正常群に比べ有意に高かった（9.3±0.4 vs. 42.8±3.4 

















































少および VEGF mRNA 発現の増加がさらに強まった。（2）
抗酸化物質である NAC が、高グルコース曝露時の SDH 過
剰発現による周皮細胞の ROS 産生増強を完全に抑制し、
[3H]Thymidine 取り込み量減少および VEGF mRNA 発現増
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